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However,  for  non‐immunotherapy  related  applications  this  intrinsic  immune‐stimulatory 
activity  directly  interferes  with  the  aimed  therapeutic  outcome,  as  it  can  seriously 
compromise the expression of the desired protein. This review presents an overview of the 





The  concept  of  nucleic  acid  based  therapy  emerged  in  1990, when Wolff  et  al.  reported 
successful expression of proteins into target organs by direct injection of either plasmid DNA 
(pDNA)  or messenger  RNA  (mRNA)  [1].  Although  this  pioneering  study  showed  a  similar 
potential of mRNA and pDNA to  induce protein expression,  it took another 10 years for  in vitro 
transcribed (IVT) mRNA to compete with the success of DNA transfection. Initially the use of 
mRNA  as  a  gene  therapeutic was  confronted with much  skepticism  due  to  its  perceived 




a major disadvantage of pDNA  transfection. In  this  regard, mRNA  is an  ideal candidate  for 
protein expression in non‐dividing cells, such as dendritic cells, which are otherwise hard to 
transfect [2]. Secondly, mRNA, unlike pDNA and viral vectors, lacks genomic integration and 
thus  avoids  potential  insertional mutagenesis  [3].  This  provides mRNA with  a  substantial 
safety advantage for clinical practice. Thirdly, mRNA production is relatively easy and relatively 
low‐priced,  since  there  is no need  to  select  and  incorporate  a  specific promoter  into  the 
transfection construct [4]. Furthermore, since IVT mRNA is synthesized in a cell‐free system, 
the production process, manufacturing material as well as the product quality can be easily 




is  of  great  interest  is  vaccination,  in  which  transcripts  encoding  a  certain  antigen  are 
administered directly in vivo or ex vivo via dendritic cell transfection in order to elicit antigen‐
specific immune responses [6‐9]. Besides the desired immune responses against the antigenic 
protein encoded by the mRNA, the mRNA  itself  is often the target of the  immune system, 
making mRNA both the messenger and  its own adjuvant. For  immunotherapy, this  intrinsic 
immune‐stimulatory activity of mRNA is not a limiting factor, as it can increase the potency of 







Furthermore, we overview  recent developments  in  the use of non‐viral mRNA delivery  for 






cloned cDNA  template. Following  this publication, a high number of  technical  refinements 
have been reported and kits for synthesis have been commercialized.  
IVT mRNA  is  a  single‐stranded  polynucleotide,  structurally  resembling  naturally  occurring 
eukaryotic mRNA. The sequence encoding the desired protein is called the open reading frame 
(ORF) and  is  located between two untranslated regions  (UTRs). A 5’ cap structure and a 3’ 
poly(A)  tail  flank  the mRNA  at  its  extremities  (Figure  ).  Eukaryotic mRNA  contains  a  7‐
methylguanosine cap coupled to the mRNA via a 5’‐5’ triphosphate bridge  (m7GpppN). For 
efficient  translation, binding of  the 5’‐cap  to  the eukaryote  translation  initiation  factor 4E 
(eIF4E)  is essential. Binding with  the decapping enzymes  (DCP1, DCP2, DCPS) on  the other 






















shown  to  be  activated mainly  by  viral  nucleic  acids,  rather  than  viral  proteins  [21]. DNA, 
double‐stranded RNA  (dsRNA) and single‐stranded RNA  (ssRNA)  found  in viral genomes, as 







the  cytoplasmic  retinoic  acid‐inducible  gene  I  (RIG‐I)‐like  receptors  (RLRs).  TLRs, 
predominantly but not exclusively expressed in immune cells, are transmembrane receptors 








to be mostly  recognized by  the  structurally homologous TLR7 and TLR8  receptors  [26,30]. 
However, mRNA is also able to form secondary structures, such as hairpins, containing double 
stranded sequences. These short segments  interact with  the dsRNA binding protein of  the 
TLR3 signaling cascade, making mRNA a suitable ligand for TLR3 [28,29]. 
Following activation, PRRs transmit downstream signaling via specific adaptor molecules. For 
TLR7 and 8,  the  required adaptor  is  the Myeloid differentiation primary  response gene 88 
(MyD88). TLR3 transmits signals via TIR domain‐containing adaptor inducing IFN‐β (TRIF) [31]. 
The adaptor proteins MyD88 and TRIF initiate a signaling cascade that consists of a complex 




These  sensors,  mainly  important  in  non‐immune  cells,  include  RIG‐I,  melanoma 
differentiation‐associated  protein  5  (MDA5)  and  laboratory  of  genetics  and  physiology  2 
(LGP2). RIG‐I has been  long  thought  to  specifically detect  ssRNA bearing a  ‘5‐triphosphate 
(5’ppp) group [33,34]. Recent studies however, challenged this hypothesis and demonstrated 
that activation of RIG‐I requires base pairing of the nucleoside carrying the 5’ppp. Evidence 






double‐stranded molecules, which  can  trigger  RIG‐I  signaling.  The  second  RLR, MDA‐5,  is 
activated by cytoplasmic long dsRNA [38,39]. Recognition of RNA by RIG‐I or MDA5 triggers an 
ATP‐dependent  change  in  the  receptor  conformation,  which  allows  interaction  with  the 
mitochondrial adaptor molecule MAVS (also known as IPS‐1). The obtained complex actuates 
several  proteins  to  initiate  downstream  signaling, which  similar  to  the  activation  of  TLRs 
converges in the activation of several transcription factors. A third member of the RLRs is LGP2 
(not depicted in Figure ). LGP2 is much less explored and conflicting data have been published 
on  its  role  in  innate  immune  signaling. Although  LGP2 was  initially assumed  to negatively 
regulate RLR‐mediated signaling [40,41], more recent studies revealed a positive role for LGP2 
in  the  regulation of  type  I  IFN  responses  [42]. Nevertheless, experimental data of  further 
studies are still controversial, with both overexpression and knockdown of LGP2 resulting in 
type  I  IFN production [43]. Whether LGP2 mediated signaling can be  induced by  IVT mRNA 
remains to be established. 







causes  them  to  translocate  to  the nucleus.  Intranuclear,  they bind  to  the  type  I  IFN gene 
promoter, inducing expression of type I IFNs, in particular IFN‐α and IFN‐β. NF‐κB additionally 
activates  the  expression  of  pro‐inflammatory  cytokines,  such  as  tumour  necrosis  factor‐α 
(TNF‐α), interleukin‐6 (IL‐6) and interleukin‐12 (IL‐12) [5,32].  
As depicted in Figure , type I IFNs are secreted in the extracellular environment and bind to 
the  transmembrane  IFN  receptor  complex  of  the  stimulated  cell  and  adjacent  cells.  This 
receptor complex in turn induces a downstream transmission of signals through the so‐called 
Janus  kinase  (JAK)‐Signal  transducer  activator  of  transcription  (STAT)  pathway.  The  STAT 
proteins, STAT1 and STAT2, are phosphorylated by the  Janus kinases  JAK‐1 and TYK‐2, and 
bind a third factor, IRF‐9 to form a transcription activator complex, the IFN‐stimulated gene 
factor 3  (ISGF‐3). Upon activation  ISGF‐3 translocates to the nucleus, where  it  initiates the 
transcription of more than 300 IFN‐stimulated genes (ISGs). Of these ISGs, many encode for 
proteins  that  are  components  of  the  signaling  pathways  themselves,  such  as  PRRs  and 
transcription  factors,  thus providing  an  autocrine  loop  that  amplifies  IFN production  [46]. 
However,  several  other  ISGs  encode  for  proteins  which  confer  strong  anti‐viral  activity, 
including dsRNA dependent protein kinase (PKR), 2’‐5’‐oligoadenylate synthetases (OASs) and 
RNA‐specific adenosine deaminase (ADAR) [47]. It is interesting to point out that both type I 
IFNs  as well  as  the pro‐inflammatory  cytokines, not  only  act  in  an  autocrine  fashion, but 
concurrently  activate  receptors  in  adjacent  cells  via  paracrine  secretion.  As  a  result, 
upregulation  of  PRRs  is  induced  in  neighbouring  cells,  sensitizing  them  to  subsequent 
exposure to nucleic acids [48,49]. 
Recently, Andries et al. demonstrated that another PRR family, the NOD‐like receptors (NLRs) 
are also  involved  in  the cytoplasmic  recognition of  IVT mRNA  [50]. They demonstrated an 
upregulation of caspase‐1 after non‐viral carrier‐mediated delivery of mRNA  in  respiratory 
cells. Caspase‐1 is a zymogen, typically regulated by NLRs. The NLR most broadly associated 
with RNA sensing  is NLRP3, which has been shown  to  respond  to dsRNA  [51]. NLRP3, also 
known as cryopyrin or Nalp3, forms a multiprotein complex with the adaptor protein ASC and 
caspase‐1.  This  complex,  called  “the  inflammasome”,  is  responsible  for  the  proteolytic 
maturation of the IL‐1β and IL‐18 cytokines. A recent study by Sabbah et al. has demonstrated 
that another member of the NLRs, NOD2, can also serve to detect ssRNA [52].  








As previously discussed,  IVT mRNA‐induced  immune activation  is considered beneficial  for 
vaccination strategies as it can attribute to the desired cellular and humoral immune response. 





studies  [48,49,55].  Signaling  through  the  different  PRR  pathways  forces  the  cells  into  an 
overall  anti‐viral  state,  affecting  the  efficiency  of  mRNA  translation  and  causing  RNA 






regulatory  translational  controlling  function,  PKR  is  also  involved  in  various  signaling 
pathways. Active PKR has been shown to provoke release of NF‐κB from its inhibitory subunit, 
IκB, by stimulation of the IKK kinase complex, thereby activating the NF‐κB transcription factor 
and  promoting  the  expression  of  multiple  genes  [57].  Finally  PKR  also  induces  cellular 
apoptosis, which serves as a natural process of preventing further viral infection [56,58]. 
A  second anti‐RNA pathway  involves  the activation of OAS by dsRNA  to produce of 2’‐5’‐
oligoadenylates (2‐5A) from ATP. These rare 2‐5A oligomers have the capacity to induce the 
catalytical  activity  of  the  latent  enzyme  RNaseL,  which  causes  cleavage  of  ssRNA,  thus 








of  the  three  identified  ADAR  proteins,  significantly  increases  IFN‐mediated  signaling, 












important  to note  that  these are probably not  the only  ISGs  that negatively  influence  IVT 
mRNA translation. Likely, additional  IFN‐induced proteins with similar roles exist, but await 
further investigation into their specific relevance.  
The  processes  induced  by  these  effectors  not  only  hamper mRNA  transfection,  but  also 
disfavor  cell  viability  and  can  eventually  result  in  apoptosis  [67]. Besides  type  I  IFNs,  up‐






has  been mainly  limited  to  therapeutic  vaccination  approaches. Over  the  past  few  years 
several  strategies  have  been  explored  to  decrease  the  immune‐activating  capacity  of  IVT 
mRNA  in  order  to  promote  non‐immunogenic  applications,  such  as  protein‐replacement 
therapies and mRNA‐based  reprogramming methods. This  review discusses  three possible 
strategies to evade mRNA‐induced immunity: i) optimization of delivery methods to shield the 




Most  cell  types  show  only  limited  cytoplasmic  presence  of  IVT mRNA  after  spontaneous 
uptake of the naked transcript [68]. An exception to this are immature dendritic cells, which 













involved  in vector‐mediated mRNA  transfection expands by  the day,  their  interaction with 
cellular  components  and  the  subsequent  effects  on  cell  function  have  been  strongly 
overlooked so far. Evidence is emerging which indicates that most carriers exhibit an intrinsic 
immune‐stimulating  activity,  inducing  cell  signaling  cascades  even  without  mRNA 
complexation [72].  
One very clear example is the oldest and most widely used non‐viral mRNA‐carrier, protamine. 
Although  this  naturally  occurring  protein  is  demonstrated  to  protect  the  mRNA  from 








as  DOTAP/DOPE,  and  polymers,  exemplified  by  poly‐ethylene‐imine  (PEI)  are  capable  of 






pro‐inflammatory  signaling molecules  [76].  The  activated  immune  profile will  additionally 
depend on  the particle  size,  as  it  has been  shown  that  the  immune  system distinguishes 
nanometric  and  micrometric  structures  in  order  to  adapt  the  response  to  viral  or 








strategy  to  circumvent  endosomal  sensing  of  IVT  mRNA  remains  to  be  elucidated. 
Nevertheless, studies in the field of cancer immunotherapy have demonstrated that neither 
sono‐ nor electroporation results in strong activation of immune cells. In fact, both techniques 
require  additional  stimulation with  adjuvants  to  induce  therapeutically beneficial  immune 





the mRNA  transcript  by  applying modifications  to  the  plasmid  template  or  to  the mRNA 





temper  the  immunogenic profile of  IVT mRNA. To provide mRNA with a  fixed poly(A)  tail 
length,  the  adenosine  residues  are  mostly  encoded  in  the  DNA  template,  as 





This  can be achieved by addition of an anti‐reverse  cap analog  (ARCA) during  the  in  vitro 
transcription reaction or by means of posttranscriptional capping using recombinant capping 
enzymes.  However,  even  with  these  methods  it  is  impossible  to  accomplish  a  capping 




De‐immunization of  the mRNA  construct  can be  further  achieved by  the  incorporation of 
naturally occurring modified nucleosides. Kariko and colleagues demonstrated that activation 















for  mRNA  transfections  in  non‐immunogenic  applications.  In  particular,  repeated 
transfections  seem  to be problematic,  as have been demonstrated when using mRNA  for 
cellular  reprogramming.  The  mRNA‐triggered  immune  response  seems  to  hypersensitize 




of  RNA  viruses  in  such  a way  that  if  needed,  host  cells  are  sacrificed  to  prevent  further 
infection. RNA viruses, however, have developed a remarkable diversity of countermeasures 
to  evade  immune  detection  and  down‐regulate  induced  responses.  Mimicking  this  viral 
immune‐evasion  could  therefore be an  interesting  strategy  to bypass  the mRNA‐triggered 
immune  responses and  increase  the  transfection efficiency of non‐viral mRNA based gene 
delivery systems. 
It  is known  that viruses  inhibit  innate  immunity by avoiding or  inhibiting specific  immune‐
related proteins. Genetic analyses have  revealed antagonistic activities against virtually all 
elements of the immune pathways. In this review, we aim to address some of these potential 
target points  in order to bypass mRNA triggered  innate  immunity. Given the redundancy  in 
possible  interfering molecules, other examples than the ones  listed here might also form a 
possible evading strategy. Since the innate immune response to mRNA is bimodal, evasion of 





the  mRNA‐induced  signal  transmission.  A  straightforward  strategy  to  prevent  mRNA‐
mediated  IFN  production  would  be  to  avoid  detection  in  the  first  place.  PRR mediated 
recognition of mRNA  can be  inhibited using  small molecules,  such  as bafilomycin A1  and 
chloroquine, which can simply be added to the cell culture medium. Bafilomycin A1 acts as an 
endosomal  TLR  inhibitor  by  selectively  blocking  the  vacuolar  H+‐ATPase.  As  a  result, 
bafilomycin  increases  the  acidic  endosomal  pH, which  is  thought  to  be  essential  for  the 
activation of TLR mediated signal transduction [92‐94]. As for bafilomycin A1, the inhibitory 









is  the ubiquitin‐dependent activation of  the RIG‐I receptor required  for  the recruitment of 
MAVS  and  the  subsequent  signaling molecules.  Ubiquitination  also  activates  TRAF3  and 
TRAF6, which  in turn activate, respectively, TBK1/IKKε and the  IKK complex for subsequent 
phosphorylation of transcription factors.  In addition, the  IκB  inhibitory protein depends on 





Alternatively, mRNA‐induced signal  transmission can be diminished by  interfering with  the 
PRR‐adaptor molecule  interaction. Pepinh‐TRIF and Pepinh‐MYD are two peptide  inhibitors 
which contain specific domains of the adaptor molecules TRIF and MyD88. Administration of 











the  transcription  factors  itself  can  also  be  targeted.  A  variety  of  small  molecule  NF‐κB 
antagonists  are  available,  repressing  cytokine  and  IFN  expression.  An  example  of  this  is 
dexamethasone,  which  is  often  used  as  a  positive  control  for  NF‐κB  inhibition  [100]. 
Dexamethasone has been  shown  to  counteract NF‐κB  activity  in many  cell  types  through 






[105]. The observation  that C10 blocks  IRF3  transactivation  is consistent with prior studies 
which  demonstrate C10‐mediated  inhibition  of  the  TLR3‐regulated  IRF3/IFN‐β/STAT  signal 
pathway  [106,107].  In  the  same way,  establishment  of  a  cellular  anti‐RNA  state  can  be 
prevented  through  inhibition  of  IRF7.  By  impairing  the  phosphorylation  and  nuclear 
translocation of  IRF7, the ORF45 protein of Kaposi’s sarcoma‐associated herpesvirus blocks 


























induced  by  IFN  production.  Again  several  options  can  be  explored  to  accomplish  this 
inhibition. The first  is to block  IFN transduction by  inhibiting engagement with  its receptor. 
IFN binding proteins or neutralizing  antibodies  compete with  the  cellular  IFN  receptor by 








Proteins  that  interfere with  the  JAK/STAT  signaling pathway will  inhibit production of  IFN 
effectors,  such as PKR and OAS, but  they will also  suppress  the upregulation of PRRs and 
transcription factors, thus reducing the second‐wave IFN production. A commonly used JAK 
inhibitor  is  the  small  molecule  ruxolitinib  [111].  Ruxolitinib  potently  inhibits  the 
phosphorylation  of  JAK1  and  can  therefore  interrupt  IFN‐JAK‐STAT  signaling  in  mRNA‐
stimulated cells. In 2011, ruxolitinib was approved by the U.S. Food and Drug Administration 










for  its  phosphorylation  by  PKR,  thereby  preventing  inhibition  of  the  protein  synthesis 
[115,116]. Another potent PKR inhibitor, which has been widely used for signaling analysis, is 
2‐aminopurine  (2‐AP).  Attachment  of  2‐AP  to  the  ATP‐binding  site  of  PKR  prevents 
autophosphorylation of  the protein  kinase,  thus  inhibiting  subsequent phosphorylation of 
eIF2α [117,118]. More recently, Jammi et al. identified an even stronger PKR inhibitor, known 





























As  is clear  from  the above,  the  intracellular  immune  responses are generated  in cascades. 
Hence,  proteins  interfering  at  one  level  of  a  cascade will  also  influence  distant  signaling, 
leading to an even stronger immune‐inhibition. In addition, one protein may inhibit different 
components of the immune signaling cascades. As such, Xiang et al. have demonstrated that 
besides  dsRNA  sequestration  and  direct  inhibition  of  PKR,  the  E3L  protein  also  prevents 
activation  of  IRF3,  thereby  not  only  blocking  the  second,  but  also  the  first wave  of  IFN 
production [115]. In the same way, 2‐aminopurine was shown to impair nuclear translocation 






As  discussed  under  3.1,  activation  of  PRRs  can  also  result  in  the  production  of  pro‐
inflammatory  cytokines.  These  cytokines  amplify  the  innate  immune  response  to mRNA 
recognition and  some of  them negatively  influence  cell  viability as  they  induce apoptosis. 
Cytokine‐mediated signal transduction can be blocked in the same way as for IFN inhibition, 
i.e. restriction of cytokine production, prevention of receptor binding and  inhibition of the 
cytokine‐induced  signaling  pathways.  To  illustrate,  production  of  IL‐1  and  IL‐18  can  be 
prevented by  inhibition of  their proteolytic maturation  [124]. Since both cytokines  require 
caspase‐1  to  activate  their  premature  form,  inhibitors  of  caspase‐1  such  as  the VV  B13R 
protein and  the  small molecule VX‐765 prevent  synthesis and  secretion of both  cytokines 
(Figure ) [125]. As for IFNs, several viruses also secrete proteins that serve as decoy receptors 
to sequester extracellular cytokines and impede interaction with cellular cytokine receptors 









through  TLR3  and  activate  sequence‐independent  inhibition  of  gene  expression  [131]. 






of  miRNAs  in  innate  immune  signaling  is  needed  in  order  to  unravel  their  potential  in 
manipulating the intracellular pathways. 




expressed on the surface of the cell or the circulating type  I  IFNs themselves.  Inhibition of 
intracellular  components  of  the  immune  pathways might  be  possible  by  integrating  the 
antibody to the delivery vehicle.   















from  inherited or acquired metabolic disorders  to  regenerative medicine, all of which  still 
remain in preclinical stage. The first study in which IVT mRNA is used for the replacement of a 
deficient  protein  in  vivo,  was  published  in  1992.  In  this  work,  Jirikowski  and  colleagues 
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and  duration  of  mRNA  expression  and  thereby  advance  protein‐replacement  therapies, 
warrants  further  investigation.  Furthermore,  it  is  important  to  note  that  not  all  the 
aforementioned molecules  can evidently be used  in an  in vivo  setting. Obviously, prior  to 
clinical application, the toxicological profile of the selected therapeutic components should be 








the  transfection  protocol  in  order  to  render  a  safe  and  stable  generation  of  induced 
pluripotent stemcells (iPSCs). Yakubov et al. were the first to propose a mRNA‐based approach 
as a solution to minimize genome integration as well as to increase reprogramming efficiency. 
In  2010,  they  demonstrated  that  lipid‐based mRNA  encoding  four  reprogramming  factors 
could  be  used  to  induce  expression  of  pluripotency markers  in  human  fibroblasts  [140]. 
Unfortunately, this study was limited by the absence of pluripotency verification tests, leading 
to the question whether these iPSCs were able to functionally differentiate into each of the 
three germ  layers.  In  the same year, Warren et al. described mRNA‐based reprogramming 
methodology  that  rendered  iPSCs  that met  all  the molecular  and  functional  pluripotency 
requirements.  In  order  to  enhance  the  sustainability  of  the  mRNA‐mediated  protein 
expression, the authors searched for approaches to reduce the  immunogenic profile of  IVT 
mRNA. To this end, modified IVT mRNA was used, which contained pseudouridine and m5C 
and was  differed  to  a  phosphatase  treatment.  In  addition,  the  cell  culture medium was 
supplemented  with  the  soluble  IFN  inhibitor  B18R  to  further  mitigate  innate  immune 
responses  [55]. This was  in  line with a previous protocol published by Angel et al., which 
demonstrated that a combined knockdown of immune‐related proteins with a siRNA cocktail 
rescues  human  fibroblasts  from  the  innate  immune  response  triggered  by  frequent  non‐






cellular  reprogramming  still  faces  a  lot  of  technical  challenges  and  requires  intensive 
optimization  to become  routinely applicable. Recently, Drews  et al.  attributed  the  lack of 
reproducibility to severe toxicity and cell death, still caused by activation of the innate immune 
response  even  by  modified  mRNA.  In  their  assays  supplementation  with  a  variety  of 
immunosuppressing  compounds,  including  B18R,  Pepinh‐TRIF  and  Pepinh‐MYD,  did  not 
down‐regulate the  immune response‐related genes [48]. Similarly, Awe et al. reported that 
the reprogramming methodology of Warren and colleagues did not completely reduce the 
mRNA‐induced  innate  immune  responses  in  their  experiments.  They  noticed  a  significant 
degradation  of  their  OCT4  encoding  mRNA,  which  could  not  be  prevented  by  B18R 
supplementation.  Nevertheless,  they  suggest  a  different  kind  of  small  molecule‐based 
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the  reprogramming  efficiency.  The  authors  discovered  a  striking  difference  in  the  gene 
expression profiles  induced by viral delivery of  reprogramming  factors  compared  to other 









biggest  hurdle  for  advancing  non‐immunotherapy  applications.  Especially  when  multiple 
mRNA  transfections are  required,  IVT mRNA  induces  severe  cytotoxicity, making  repeated 
transfections over time almost impossible. The studies presented thus far provide the basis 











system, presumably plays an  important role  in  its applicability. For vaccination approaches, 
the  inflammatory  cytokine  production  resulting  from mRNA‐induced  immune‐stimulation 
might  add  to  the effectiveness of  the evoked  immune  response.  For non‐immunotherapy 
approaches,  however,  the  story  becomes  quite  different.  In  this  review, we  discussed  a 
number of important considerations that should be taken into account when using IVT mRNA 
for  non‐immunogenic  applications,  such  as  protein‐replacement  therapy  or  cellular 
reprogramming.  
Firstly, whether  or  not  the  induced  innate  immune  response will  affect  the  therapeutic 
outcome of the mRNA delivery will likely depend on the required mRNA application frequency, 
which  in  its  turn  is  determined  by  the  intended  application.  So  far,  mRNA‐based 
reprogramming  protocols  require  about  12  daily  transfections,  whereas  transfection 
frequencies for long‐term treatment of congenital diseases still remain to be elucidated. 
Secondly, as soon as mRNA  is delivered using a chemical or physical delivery method,  the 
vehicle or  technique will  also play  an undeniable  role  in  the  induction of  innate  immune 
responses. Besides influencing the mRNA uptake mechanism and as such favoring or avoiding 




pathways and  limit  the  immune‐stimulatory activity of  IVT mRNA. Besides  the well‐known 
modifications that can be made to the mRNA molecule itself, a number of potential immune‐
inhibitors have been identified and are currently under investigation. This review has focused 
on  the  different  players  involved  in  innate  immunity  signaling,  all  of which  are  potential 
targets to shut down to enhance the level and duration of mRNA expression. In this regard, it 
is worth mentioning a  couple of  side notes.  For one  thing,  the  inhibition of only one  key 
molecule of a  signaling pathway might be nullified as  its  function can be  superseded by a 




and will  likely  require  fine‐tuning  the balance between  immune  suppression  and  immune 
stimulation. Furthermore, clearly not all combinations of  immune‐inhibitory strategies that 
are feasible in an in vitro cell culture setting (e.g. reprogramming of isolated stem cells) can 



















strategies  to  a  higher  level.  For  protein  replacement  therapies  in  specific,  substantial 
improvements will be required in the delivery of mRNA to efficiently target the desired cell 
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